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            INTRODUCCION INTRODUCCION La deficiencia de vitamina A se presenta en millones de personas en el mundo, trayendo como consecuencia enfermedades, especialmente en la visión. Constantemente se buscan alternativas que ayuden a mejorar dicha deficiencia, por ejemplo, incrementando el valor nutritivo de alimentos esenciales, como la yuca, usando técnicas de transferencia de genes. Por lo anterior el CIAT y la Universidad de Freiburg (Alemania) están haciendo esfuerzos para establecer la mejor combinación de promotores de raíz y genes bacterianos de la ruta de síntesis de carotenos, que incrementen este micronutriente en la raíz de yuca. Este trabajo es parte de la estrategia HarvestPlus, que pretende aumentar micronutrientes en alimentos básicos como frijol, maíz, papa y yuca entre otros. RESULTADOS Y DISCUSIONES RESULTADOS Y DISCUSIONES CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS MATERIALES Y METODOS MATERIALES Y METODOS • Se usaron las siguientes construcciones, basados en el vector pCAMBIA1305.2: • Clone de yuca: 60444 • Tejido: Callo embriogénico friable CEF • Cepa de Agrobacterium: Agl1 El análisis de las raíces fibrosas de las plantas transgénicas demuestra que la expresión del gen CrtB en raíces de yuca genera un incremento de fitoeno en ellas, que es convertido a  Beta-caroteno. El incremento de Beta-caroteno osciló entre 1,4 a 10 veces con respecto al control de raíz. Las pruebas de campo determinarán si las raíces son capaces de almacenar el Beta-caroteno a medida que crecen y engrosan. Nuestra perspectiva es continuar produciendo plantas transgénicas para elegir la mejor combinación de promotor y gen, que puedan eventualmente ser utilizados para obtener variedades de yuca transgénicas comestibles con alto contenido de carotenos. Transg Transg é é nesis para incrementar nesis para incrementar el el ! ! - - caroteno caroteno en en yuca yuca (Manihot esculenta Crantz) (Manihot esculenta Crantz) como alternativa para mejorar como alternativa para mejorar la la calidad nutritiva calidad nutritiva de la de la ra ra í í z z Ladino Yaneth 1 , Vacca Orlando 1 , López Danilo 1 , García Magdalena 1 , Beltrán Jesús 1 , Arango Jacobo 2 , Al-Babili Salim 2 , Beyer Peter 2 , Chavarriaga Paul 1 y Tohme Joe 1 Unidad Unidad de de Conservaci Conservaci ó ó n y n y Uso Uso de de los Recursos Gen los Recursos Gen é é ticos Tropicales ticos Tropicales CIAT, AA 6713 , CIAT, AA 6713 , Cali Cali , Colombia , Colombia 2 Albert- Albert- Ludwigs Ludwigs - - Universitat Freiburg Universitat Freiburg , , Center Center for Applied Biosciences, for Applied Biosciences, Schanzlestr Schanzlestr 1, D-79104 1, D-79104 , , Freiburg Freiburg , , Alemania Alemania [email protected] [email protected] Plantas Transg Plantas Transgé nicas  pCas Phyt nicas  pCas Phyt , a , a partir partir de CEF de CEF amarillo amarillo (1), (1), invernadero invernadero (2) y campo (3) (2) y campo (3) (1) (1) (2) (2) (3) (3) Contenido de Fitoeno y !-caroteno en raíces fibrosas de plantas de invernadero  - pCasPhyt 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Wt S Wt F Cl Cl 509 Cl 88 Cl 143 Cl 146 Cl 60 122 487 220 Trans-ß-carotene Total Phytoene Líneas Transgénicas de yuca ng/mg de peso seco Expresión del gen crtB en hojas y raíces fibrosas de las líneas transgenicas pCas Phyt Raíz CrtB CrtB Hojas • pCAS-Phyt con un promotor de raíz de yuca. 35S npt II pat CrtY LB RB CrtB pat-1 pat CrtI •pPat-Erwinia II con un promotor de papa (Patatin) (1) (2) (2) (3) (3) (1) Plantas Transg Plantas Transgé nicas  pPat nicas  pPat -ERWII, in vitro (1), -ERWII, in vitro (1), invernadero invernadero (2) y campo (3) (2) y campo (3) Análisis de Expresión del Gen ctrB, crtY y crtI en Plantas Transgenicas pPatErwinia II 1kb   1      2      3      4     5     6       7     8      9     10    11   12    13    14    15 CrtB CrtY CrtI 18S BIBLIOGRAF BIBLIOGRAF Í Í A A Diretto G, AL-Babili, Tavazza R, Papacchioli V, Beyer P and Giuiliano G. (2007) Metabolic Engineering of Potato Carotenoid Content through Tuber-Specific Overexpression of a Bacterial Mini-Pathway. PLOS ONE (24) April 2007/ Isue 4/ 350. Fraser PD and Bramley PM (2004) The biosynthesis and nutritional uses of carotenoids. Progress in lipid research 43:228-2265 Fray R, Wallace A, Fraser PD, Valero D, Hedden P, Bramley PM, Grierson D. 1995. Constitutive expression of a fruit phytoeno synthase gene in transgenic tomatoes causes dwarfism by redirecting metabolites from the gibberellin pathway. The Plant Journal 8, 696-701. Paine JA, Shipton CA, Chaggar S, Howells RM, Kennedy MJ, et al. (2005) Improving the nutritional value of Golden Rice Through Increased pro-vitamin A content. Nat Biotechnol 23: 482-487 2x 35S hpt II pC1 CrtB LB RB 
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INTRODUCCIONINTRODUCCIONLa deficiencia de vitamina A se presenta en millones de personas en el mundo,trayendo como consecuencia enfermedades, especialmente en la visión.Constantemente se buscan alternativas que ayuden a mejorar dicha deficiencia,por ejemplo, incrementando el valor nutritivo de alimentos esenciales, como layuca, usando técnicas de transferencia de genes. Por lo anterior el CIAT y laUniversidad de Freiburg (Alemania) están haciendo esfuerzos para establecer lamejor combinación de promotores de raíz y genes bacterianos de la ruta de síntesisde carotenos, que incrementen este micronutriente en la raíz de yuca. Este trabajoes parte de la estrategia HarvestPlus, que pretende aumentar micronutrientes enalimentos básicos como frijol, maíz, papa y yuca entre otros.
 RESULTADOS Y DISCUSIONESRESULTADOS Y DISCUSIONES CONCLUSIONES Y PERSPECTIVASCONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
 MATERIALES Y METODOSMATERIALES Y METODOS
 • Se usaron las siguientes construcciones, basados en el vector pCAMBIA1305.2:
 • Clone de yuca: 60444
 • Tejido: Callo embriogénico friable CEF
 • Cepa de Agrobacterium: Agl1
 El análisis de las raíces fibrosas de las plantas transgénicas demuestra que laexpresión del gen CrtB en raíces de yuca genera un incremento de fitoeno en ellas, quees convertido a Beta-caroteno.
 El incremento de Beta-caroteno osciló entre 1,4 a 10 veces con respecto al control deraíz.
 Las pruebas de campo determinarán si las raíces son capaces de almacenar elBeta-caroteno a medida que crecen y engrosan.
 Nuestra perspectiva es continuar produciendo plantas transgénicas para elegir lamejor combinación de promotor y gen, que puedan eventualmente ser utilizados paraobtener variedades de yuca transgénicas comestibles con alto contenido de carotenos.
 TransgTransgéénesis para incrementar nesis para incrementar el el !!--caroteno caroteno en en yuca yuca (Manihot esculenta Crantz)(Manihot esculenta Crantz)como alternativa para mejorar como alternativa para mejorar la la calidad nutritiva calidad nutritiva de la de la raraíízz
 Ladino Yaneth1, Vacca Orlando1, López Danilo1, García Magdalena1, Beltrán Jesús1, Arango Jacobo2, Al-Babili Salim2,
 Beyer Peter2, Chavarriaga Paul1 y Tohme Joe1
 Unidad Unidad de de ConservaciConservacióón y n y Uso Uso dede los Recursos Gen los Recursos Genééticos Tropicalesticos Tropicales CIAT, AA 6713 , CIAT, AA 6713 , Cali Cali, Colombia, Colombia22Albert-Albert-LudwigsLudwigs--Universitat FreiburgUniversitat Freiburg, , Center Center for Applied Biosciences, for Applied Biosciences, Schanzlestr Schanzlestr 1, D-791041, D-79104, , FreiburgFreiburg, , AlemaniaAlemania
 [email protected]@cgiar.org
 Plantas TransgPlantas Transgéénicas pCas Phytnicas pCas Phyt, a , a partir partir de CEF de CEF amarillo amarillo (1),(1),invernadero invernadero (2) y campo (3)(2) y campo (3)
 (1)(1) (2)(2)(3)(3)
 Contenido de Fitoeno y !-caroteno en raíces fibrosas de plantasde invernadero - pCasPhyt
 0
 2
 4
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 18
 Wt S Wt F Cl Cl
 509
 Cl 88 Cl
 143
 Cl
 146
 Cl 60 122 487 220
 Cassava Transgenic Lines
 ng/m
 g DW Trans-ß-carotene
 Total Phytoene
 Líneas Transgénicas de yuca
 ng/
 mg
 de
 pes
 o se
 co
 Expresión del gen crtB en hojas y raíces fibrosas de las líneas transgenicas pCas Phyt
 RaízCrtB
 CrtB Hojas
 • pCAS-Phyt con un promotor de raíz de yuca.
 35S npt II pat CrtYLB RB
 CrtBpat-1 pat CrtI
 •pPat-Erwinia II con un promotor de papa (Patatin)
 (1)
 (2)(2)(3)(3)
 (1)
 Plantas TransgPlantas Transgéénicas pPatnicas pPat-ERWII, in vitro (1), -ERWII, in vitro (1), invernaderoinvernadero(2) y campo (3)(2) y campo (3)
 Análisis de Expresión del Gen ctrB, crtY y crtI en Plantas Transgenicas pPatErwinia II
 1kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
 CrtB
 CrtY
 CrtI
 18S
 BIBLIOGRAFBIBLIOGRAFÍÍAA
 Diretto G, AL-Babili, Tavazza R, Papacchioli V, Beyer P and Giuiliano G. (2007)Metabolic Engineering of Potato Carotenoid Content through Tuber-SpecificOverexpression of a Bacterial Mini-Pathway. PLOS ONE (24) April 2007/ Isue 4/ 350.
 Fraser PD and Bramley PM (2004) The biosynthesis and nutritional uses of carotenoids.Progress in lipid research 43:228-2265
 Fray R, Wallace A, Fraser PD, Valero D, Hedden P, Bramley PM, Grierson D. 1995.Constitutive expression of a fruit phytoeno synthase gene in transgenic tomatoes causesdwarfism by redirecting metabolites from the gibberellin pathway.The Plant Journal 8, 696-701.
 Paine JA, Shipton CA, Chaggar S, Howells RM, Kennedy MJ, et al. (2005) Improvingthe nutritional value of Golden Rice Through Increased pro-vitamin A content.Nat Biotechnol 23: 482-487
 2x 35S hpt II pC1 CrtBLB RB
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